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Determination of the medium lethal dose (LD50) for
gamma rays induced mutations in two barley varieties
(Hordeum Vulgare L.)

Resumen

La cebada es un cultivo de importancia econdmica, social y alimentaria en la Sierra
ecuatoriana. La cebada es el segundo cereal mas cultivado en Ecuador y el cuarto a nivel
mundial. La induccién de mutaciones es una técnica de mejoramiento que permite
generar variabilidad genética; es por ello, que el INIAP estd empleando esta técnica en el
cultivo de cebada en busca de germoplasma con caracteristicas deseables. El objetivo
principal de esta investigacion fue determinar la dosis letal media (LD50) de irradiacién
para inducir mutaciones en dos variedades de cebada, usando para ello cinco dosis de
rayos gamma (0, 100, 150, 200 y 250 Gy). Los pardmetros evaluados fueron: germinacion
(en invernadero); emergencia, altura de plantula y vigor (en campo). Los resultados
mostraron que las variedades respondieron de diferente forma en las distintas dosis
empleadas; sin embargo, fue evidente que a medida que la dosis aumentaba, la
emergencia, altura de plantula y vigor, se afectaban y mermaban. Se determiné que la
dosis letal media se encuentra entre los 150 y 200 Gy. Sin embargo, la dosis que produjo
ligeros cambios morfoldgicos en los materiales y que se la considera como la dosis
Optima es la de 150 Gy.

Palabras clave: Cereales, DL50, Irradiacion, Mejoramiento, Mutantes.

Abstract

Barley is a crop of economic, social and food importance in the Ecuadorian highlands.
Barley is the second most cultivated cereal in Ecuador and the fourth in the world.
Induced mutation is an improvement technique that allows generates genetic variability;
that’s why, INIAP is applying this technique in the barley crop in search of germplasm
with desirable characteristics. The main objective of this research was to determine the
medium lethal dose (LD50) of irradiation to induce mutations in two barley varieties,
using five doses of gamma rays (0, 100, 150, 200 and 250 Gy). The parameters evaluated
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were: germination (in greenhouse); emergency, seedling height and vigor (in the field).
The results showed that the varieties responded in different ways to the distinct doses
used, however, it was evident that as the dose increased, the emergency, seedling height
and vigor were affected and diminished. The medium lethal dose was determined to
be between 150 and 200 Gy. However, the dose that produced slight morphological
changes in the materials and is considered like the optimal dose is 150 Gy.

Keywords: Cereals, Irradiation, LD50, Mutants, Plant breeding.

INTRODUCCION

En Ecuador el cultivo de cebada (Hordeum vulgare L.) es el segundo cereal de mds
amplia distribucion en la Sierra ecuatoriana, después del maiz, y se ha difundido
entre los 2400 y 3500 m.s.n.m. [1]. En el ano 2019, la superficie dedicada al cultivo de
cebada fue 9715 hectéreas, distribuidas entre las 10 provincias de la sierra, con una
producciéon de 13450 toneladas, mientras que las importaciones superaron las 72 mil
toneladas [2]. Alrededor de 10 mil familias de los sectores marginales de la region
andina cultivan este cereal para su alimentacion basica, por lo que es considerado un
cultivo de seguridad alimentaria [3].

Los problemas que afectan a la cebada son los factores bidticos (enfermedades) y
abidticos (condiciones climaticas y de suelo) [4]. En Ecuador, el Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP), es el encargado de buscar soluciones a través
del desarrollo de nuevas tecnologias, como la generacién de variedades mejoradas que
presenten precocidad, resistencia a enfermedades, calidad y alto rendimiento. Para ello,
uno de los métodos de mejoramiento utilizado son las mutaciones inducidas [5].

Las mutaciones inducidas han sido usadas para el mejoramiento genético de cultivos
reproducidos por semillas como trigo, cebada, entre otros [6]. El uso de las mutaciones
en el mejoramiento de especies agronémicas es mejorar uno o varias caracteristicas de
variedades adaptadas a diferentes condiciones edafoclimaticas, como altura de planta
[7], tolerancia a factores bidtico y abidticos [8].

Las mutaciones inducidas son provocadas por agentes exdgenos (fisicos, quimicos y
biolégicos) conocidos como mutagenos, que modifican el ADN, causando mutaciones
de tipo puntual, deleciones y aberraciones en los cromosomas, provocando cambios
importantes en la estructura gendémica de los individuos [9]. Los mutdgenos fisicos,
especificamente las radiaciones de tipo gamma, penetran los tejidos vivos [10]. La
mutacion inducida por mutdgenos fisicos (rayos X y rayos gamma) es una fuente
importante de creacion de variacion genética al ampliar los acervos genéticos en una
especie y lograr asociarlo con la mejora de cultivos [11]. Adicionalmente, los rayos
gamma son amigables para el medio ambiente y la humanidad [12].

La magnitud de las alteraciones cromosémicas depende de las dosis e intensidad de
los rayos gamma [11,13]. En las mutaciones inducidas, lo mas importante es determinar
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primero la dosis letal media (DL50) de cada radiacién en relacién con una especie vegetal
en particular [14,15]. Una vez que se determina la DL50, sobre la base de diferentes
cambios, especialmente morfoldgicos, es posible determinar el nivel maximo permisible
de exposicion a la radiacion de un cultivo en particular, ya que existen posibilidades de
fracaso de los experimentos si las dosis no son precisas. Las dosis mas bajas no crean
variabilidad; pero pueden generar hormesis (@aumento de division celular, crecimiento y
desarrollo en el organismo) [16] y dosis mas altas pueden inducir letalidad [17]. Para que
un programa de mutaciones inducidas sea eficiente, es necesario generar un apreciable
numero de variaciones (eventos mutacionales) y poblaciones grandes que permitan un
adecuado screening de los genotipos deseados [18].

El acame se lo denomina al desplazamiento del tallo de la planta de su posicidn vertical,
provocando que el cultivo se tienda al nivel del suelo, afectando al rendimiento y calidad
de grano de la cebada. Este problema estd relacionado con la altura de la planta [19].

El objetivo de esta investigacion fue determinar la DL50 de la irradiacién con rayos
gamma de semillas de dos variedades de cebada, a través de la evaluacion en laboratorio
y campo; del porcentaje de emergencia, altura y vigor de plantulas.

MATERIALES Y METODOS

Los ensayos se implementaron en la Estacion Experimental Santa Catalina (EESC) del
Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) ubicada en la parroquia
Cutuglagua, canton Mejia, provincia de Pichicha. Latitud: -0,369794°, Longitud:
-78,553326°.

Las variedades de cebada que se utilizaron en el estudio fueron: la variedad mejorada
INIAP-Canicapa 2003 de dos hileras (distica) de grano cubierto; y la variedad criolla Rita
Pelada de seis hileras (hexastica) de grano desnudo. Las caracteristicas morfologicas a
mejorar en las variedades fueron: para INIAP-Caficapa 2003 reducir altura de planta y
para Rita Pelada la resistencia al acame. Las semillas empleadas fueron de alta calidad
fisica como bioldgica, con porcentajes de germinacién superiores a 90% y con una
humedad del 12%.

Para la irradiacion de las semillas se usé rayos gamma, a través de un irradiador categorfa
I con una fuente de cobalto 60 de la Subsecretaria de Control y Aplicaciones Nucleares
(SCAN) del Ministerio de Energia y Recursos Naturales No Renovables (MERNNR). Para
calcular los tiempos de irradiacion segun la dosis, se basé en la calibracién del irradiador
con un valor 14.13 Gy min™.

Los factores en estudio incluyeron las dos variedades de cebada (INIAP-Caficapa 2003
y Rita Pelada) y cinco dosis de irradiacion (d1: 0 Gy - testigo, d2: 100 Gy, d3: 150 Gy, d4:
200 Gy'y d5: 250 Gy), dando en total 10 tratamientos (Tabla 1). Los tiempos de irradiacion
segun la dosis fueron: 7.08 minutos para 100 Gy, 10.62 minutos para 150 Gy: 14.15
minutos para 200 Gy y 17.69 minutos para 250 Gy.
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Tabla 1. Tratamientos determinados en estudio de pruebas de determinacién de DL50en cebada.

Tratamiento Codificacion
1 INIAP-Caficapa 2003 (testigo)
2 INIAP-Canicapa 2003 a 100 Gy
3 INIAP-Canicapa 2003 a 150 Gy
4 INIAP-Caficapa 2003 a 200 Gy
t5 INIAP-Caficapa 2003 a 250 Gy
t6 Rita Pelada (testigo)
t7 Rita Pelada a 100 Gy
t8 Rita Pelada a 150 Gy
t9 Rita Pelada a 200 Gy
t10 Rita Pelada a 250 Gy

La determinacion de la dosis letal media (DL50) en cebada se realizd en dos fases: en
laboratorio y en campo. En laboratorio, se determiné el porcentaje de germinacion
de las semillas irradiadas en cuatro repeticiones: se colocaron 100 semillas por cada
tratamiento en papel secante y se dejé en una cdmara de germinacion a una humedad
de 90% y temperatura de 22°C. La implementacion se realizé en base a un Disefio
Completamente al Azar (DCA). A los ocho dias después de la siembra se contabilizé el
numero de semillas germinadas y se las expresd en porcentaje de germinacion.

Para la fase de campo, en camas de 7.50 m? (1.50 m x 5 m), se sembré los diferentes
tratamientos, conformado por 50 semillas. La siembra se realizd bajo un Disefio de
Blogues Completamente al Azar (DBCA) en cuatro repeticiones. Después de 11 dias,
se contabilizé la cantidad de semillas germinadas y se lo expresé en porcentaje de
emergencia. A los 19 dfas posteriores a la siembra se determind la altura de las plantulas
en centimetros, desde la base hasta la parte terminal de las mismas; adicionalmente se
evalué de forma visual el vigor de las plantulas por cada tratamiento, empleando una
escala cualitativa: MB= muy bueno, B= bueno, R= regular y M= malo. Con todas las
variables evaluadas, se procedio a realizar el andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba de
separacion de medias de Tukey al 5 %, utilizando para el efecto el programa estadistico
InfoStat Version Profesional 2019.

RESULTADOS

En el ANOVA (Tabla 2) para porcentaje de germinacion en laboratorio, se observé
diferencias altamente significativas entre variedades, diferencias significativas entre
dosis de irradiacién y ninguna significacion estadistica para repeticiones y la interaccion
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variedades por dosis. El promedio general de germinaciéon en laboratorio fue de
82.2%, con un coeficiente de variacion de 0.5%, que demuestra la confiabilidad de los
resultados obtenidos.

Tabla 2. ANOVA para porcentaje de emergencia en laboratorio en estudio de determinacion de DL50 en cebada.

Fuentes de variacion Grados de libertad Cuadrados medios
Total 39
Repeticiones 3 57.2
Variedades (V) 1 21609 **
Dosis irradiacion (D) 4 1220 *
VxD 4 394 ns.
Error 27 284

Promedio: 82.2%

cv: 0.5%

Nivel de significancia 5%: (**) altamente significativo, (*) significativo, (n.s.) no significativo.
CV: coeficiente de variacion.

La alta significancia estadistica para variedades (Tabla 3), indicé que el porcentaje
de germinacion no se expresé por igual entre ellas, influyendo las dosis de irradiacion.
INIAP-Caficapa 2003 obtuvo un valor de 89.6% vy Rita Pelada un valor de 74.9%
(Fig. 1).

Tabla 3. Prueba Tukey al 5% para variedades en el porcentaje de emergencia en laboratorio en estudio de
determinacion de DL50 en cebada.

Variedad Germinacion (%) Rangos de significacion*
INIAP-Cafiicapa 2003 896 a
Rita Pelada 749 b

* Promedios con diferente letra son estadisticamente diferentes (P < 0.05).
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Figura 1. Germinacién de semillas en laboratorio de dos variedades de cebada en pruebas de determinacion de
DL50 en cebada.

A = INIAP-Canicapa 2003 y B = Rita Pelada

A pesar de la significancia estadistica para el factor dosis de irradiacion, la prueba Tukey
al 5%, detectd un solo rango de significacion estadistica (Tabla 4) con valores entre 79.0
a 88.8% de porcentaje de germinacion.

Tabla 4. Prueba Tukey al 5% para porcentaje de emergencia en laboratorio por dosis de irradiacion en pruebas
de determinacién de DL50 en cebada.

Dosis (Gy) Porcentaje de germinacion (%) Rangos de significacion
100 82.5 a
150 81.5 a
200 795 a
250 790 a

* Promedios con diferente letra son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

Para las variables de campo, el ANOVA (Tabla 5) para porcentaje de emergencia,
se observé diferencias altamente significativas para variedades y dosis y ninguna
significancia estadistica para repeticiones e interaccién variedades por dosis. El
promedio para porcentaje de germinacion en campo fue de 53.8%, con un coeficiente
de variacién de 10.8%, que demuestran la confiabilidad de los resultados obtenidos.
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Tabla 5. ANOVA para porcentaje de emergencia y altura de planta en campo en pruebas de determinacion de

DL50 en cebada.
avances
en diencias e
Ingenierias
Cuadrados medios
Fuentes de variacion Grados de libertad
Emergendia (%) Altura planta (cm)
Total 39
Repeticiones 3 456 | ns. 14 | ns.
Variedades 1 30276 | ** 2406 | **
Dosis 4 14558 | ** 283 | **
VxD 4 114 | ns. 6.5 | **
Error 27 33.7 0.7
Promedio 538 83
CV (%) 10.8 104

Nivel de significancia 5%: (**) altamente significativo, (*) significativo, (n.s.) no significativo.
CV: coeficiente de variacién.

En la variable porcentaje de emergencia, la prueba Tukey al 5% para variedades (Tabla
6) detectd dos rangos de significacion estadistica, ubicandose en el primer rango la
variedad INIAP-Canficapa 2003 con 62.5% y en el Ultimo rango la variedad Rita Pelada
con 45.1%.

Tabla 6. Prueba Tukey al 5% para variedades en el porcentaje de germinacion en campo en pruebas de
determinacién de DL50 en cebada.

Variedadades Germinacion (%)
INIAP-Canicapa 2003 62.5 a
Rita Pelada 45.1 b

* Promedios con diferente letra son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

La prueba Tukey al 5% para el factor dosis de irradiacion (Tabla 7) detecté tres rangos

de significacién estadistica, ubicandose en el primer rango los niveles 0, 100y 150 Gy
con los mejores porcentajes de emergencia: 68.0, 61.5 y 58.5%, respectivamente. En
el segundo rango el nivel de 200 Gy con un valor promedio de 47.2 % de emergencia
y en el ultimo rango se ubico el nivel de 250 Gy con porcentajes de emergencia de
33.8% (Fig. 1).
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Tabla 7. Tukey al 5% para dosis de irradiacion en porcentaje de germinacién en campo en pruebas de
determinacion de DL50 en cebada.

Dosis (Gy) Promedio (%) Rango de significacion
ni 0 68.0 a
n2 100 585 ab
n3 150 61.5 a
n4 200 472 b
n5 250 338 @

* Promedios con diferente letra son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

En el ANOVA (Tabla 5), la variable altura de plantas mostré una alta significancia
estadistica para variedades, dosis de irradiacion e interaccién variedades por dosis de
irradiacién; y ninguna significancia estadistica para repeticiones. El promedio general de
altura de planta fue 8.3 cm con un coeficiente de variacién de 10.4%.

En la variable altura de planta, la alta significancia estadistica para la interaccion
variedades por dosis, indicd que existe una relacion entre los factores en estudio. En
la Tabla 8, se observé que la variedad INIAP-Caficapa 2003 en las diferentes dosis de
irradiacién presento valores y rangos altos de altura de planta en comparacion a la
variedad Rita Pelada, que presentd valores y rangos bajos, debido posiblemente al tipo
de grano de cada variedad (Fig. 2).

Tabla 8. Prueba Tukey al 5% para la interaccion variedades por dosis para altura de planta en campo de irradia-
cion en pruebas de determinacion de DL50 en cebada.

Dosis (Gy) INIAP-Caiiicapa 2003 Rita Pelada
0 145 a* 7.0 de
100 11.8 b 7.0 de
150 10.1 bc 6.2 e
200 8.5 cd 58 e
250 8.6 cd 3.1 f

* Promedios con diferente letra son estadisticamente diferentes (P < 0.05).
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Figura 2. Germinacion de semillas y altura de planta en campo de dos variedades de cebada en pruebas de
determinacion de DL50.

A =Rita Pelada y B = INIAP-Cafiicapa 2003

En la variable vigor de planta (Tabla 9), se observa que en las variedades INIAP-Caficapa
2003 vy Rita Pelada, a partir de las dosis de irradiacion de 150 Gy a 250 Gy existid una
pérdida de vigor de planta, en comparacién al testigo (0 Gy).

Tabla 9. Vigor de planta en campo en pruebas de determinacion de DL50 de cebada.

Dosis (Gy) INIAP-Caiticapa 2003 Rita Pelada
100 B B
150 B R
200 R M
250 M M

MB= muy bueno, B=bueno, R=regular y M= malo

Con base a los resultados obtenidos, se determiné que la DL50 se encuentra entre los
niveles de 150 y 200 Gy, que provocaron dafios menores en las plantas, con ligeras
diferencias fenotipicas, comparadas con el testigo, tanto en porcentaje de germinacion,
como en altura de planta y vigor, para las dos variedades.
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DISCUSION

En el porcentaje de germinacion en laboratorio, pese a que no se pudo evidenciar
diferencias estadisticas en los promedios, existié una disminucién gradual en el
porcentaje de germinacién al incrementarse la dosis; siendo el tratamiento con el menor
promedio la dosis de 250 Gy. De acuerdo a Mayta [20], la disminucién en la germinacion
se debe al dano fisiolégico que produce el mutédgeno a la semilla y depende mucho de
los grados de radio sensibilidad de las especies.

Rozman [21], realiz6 una investigacion en cebada bajo condiciones contraladas y
determind diferencias estadisticas de germinacion al utilizar una dosis de 400 Gy (70.5
%, a), mientras que los otros tres tratamientos (testigo, 100 y 200 Gy) no mostraron
diferencias estadisticas (90.5%, b; 90.6%, b; y 86.8%, b, respectivamente), coincidiendo
con los resultados encontrados en el presente estudio [21].

Sin embargo, Sarduie-Nasab, Sharifi-Sirchi, & Torabi-Sirchi [22], encontraron en su estudio
realizado con la variedad de cebada Nosrat, diferencias estadisticas significativas entre
los tratamientos frente al testigo, empleando un rango mas amplio para las irradiaciones
(testigo, 200, 700 y 1200 Gy). Estos resultados, a pesar de ser diferentes variedades, no
concuerdan con los obtenidos en este estudio, obteniéndose diferencias significativas
con el testigo y la dosis de irradiacién con 200 Gy (97%, a y 66% b, respectivamente) al
determinar la germinacion en condiciones de laboratorio [22].

El porcentaje de emergencia observado en todos los tratamientos en campo fue menor
al que se obtuvo en condiciones de laboratorio, siendo el tratamiento de 250 Gy, aquel
que presento los menores promedios (33.8%); los cuales concuerdan con los reportados
por Sarduie-Nasab et al. [22], quienes determinaron que los porcentajes de emergencia
de semilla irradiada del cultivar de cebada Nosrat, presentaron diferencias significativas
entre el testigo y las diferentes dosis de irradiacion con rayos gama, siendo comparable
a los resultados encontrados en este estudio, donde el testigo presentd un 81 % de
emergenciay el tratamiento a 200 Gy un 56 %. En el presente estudio, el testigo presentd
un 68% de emergencia y el tratamiento con 200 Gy un 47.2 % [22].

Para la altura de plantula se observé diferencias significativas para las dosis de irradiacion,
a mayor dosis menor altura de plantula, debido al efecto de la irradiacion en las variedades
en estudio; lo que concuerda con el trabajo de Sarduie-Nasab et al. [22], que mencionan
que a mayor dosis las plantas presentan una disminucion en la altura de planta, cantidad
de raices, tamario y ancho del tallo. Wang, Ma, Cao, Shan, & Jiao [23] en su estudio con la
variedad de cebada de altura “Kunlun 15" irradiadas a diferentes dosis de rayos gamma
(testigo, 50, 100, 150, 200, 250 y 300 Gy), indica que a medida que incrementa la dosis de
irradiacién disminuye la altura en plantula (testigo 14.3 cm; 300 Gy 7 cm), similares a los
datos obtenidos en este estudio con la variedad INIAP Caficapa (testigo 14.5 cm; 250 Gy 8.6
cm) [23]. Varias investigaciones mencionan que la variacién en altura no solamente puede
presentarse en una disminucion del tamano, sino también puede darse un incremento del
crecimiento comparado con el testigo [20, 21, 24, 25].

Con relacion al vigor Sarduie-Nasab et al. [22] mencionan que conforme aumenta la dosis
deirradiacion las plantas muestran caracteristicas que no favorecen su normal desarrollo,
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afectando su vigor. EI mismo trabajo concluye que 200 Gy es la dosis adecuada para
irradiar semillas de cebada, resultado muy similar a la dosis identificada en el presente
estudio de 150 a 200 Gy. Al respecto Datta [17] menciona que la determinacion de la
radiosensibilidad y la dosis de DL50 en las etapas de desarrollo de la investigacion de
mutacion varian de un investigador a otro. Varios investigadores informaron diferentes
tipos de resultados, por lo expuesto no es aconsejable comenzar el experimento de
mutacion sobre la base de la literatura disponible. Es mejor hacer un experimento piloto
para determinar la dosis éptima.

CONCLUSIONES

Las pruebas de germinacion realizadas en laboratorio no permitieron determinar el
nivel de irradiacion recomendado para tratar las semillas de cebada; entre tanto que, las
pruebas de emergencia en campo permitieron observar diferencias significativas entre
los tratamientos, denotando que a mayor dosis de irradiacion mayor son los efectos
negativos sobre el fenotipo de las variedades.

En laboratorio se obtuvo un porcentaje de germinacion promedio de 89.6%Yy 74.9% para
INIAP- Caficapa y Rita Pelada, respectivamente; mientras en campo, INIAP- Caficapa
alcanzé un porcentaje de emergencia promedio de 62.5% y la variedad Rita Pelada un
porcentaje de emergencia promedio de 45.1%.

La variedad Rita Pelada de grano desnudo, presento la mayor variacién fenotipica en
campo, tanto en germinacion, altura de planta y vigor, especialmente en los niveles n4
(200 Gy) y n5 (250 Gy), respecto al testigo.

La dosis optima de irradiacion segun los resultados presentados es 150 Gy, que provocd
el menor dafo en las plantas, pues no se detectdé mayores diferencias fenotipicas,
comparado con el testigo, tanto en porcentaje de emergencia, altura y vigor, para las
dos variedades estudiadas.

RECOMENDACIONES

Con los resultados obtenidos, se recomienda utilizar la dosis de 150 Gy (n3) para irradiar
las semillas de las dos variedades de cebada empleadas en este trabajo. Adicionalmente,
al momento de formar la poblacién M., ajustar la densidad de siembra para las dos
variedades objeto del estudio, tomando en cuenta los porcentajes de germinacion
obtenidos, con el fin de obtener la cantidad de individuos necesarios, 50000 plantas, en
la poblacion a evaluar.
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